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Beschreibung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Ver- 
fahren zurlsolierungvon Inhaltsstoffen, wie Nukleinsau- 
ren aus naturlichen Quellen durch Abtrennung der auf- 
geschlossenen naturlichen Quellen wie Zellen oder Zell- 
trunnmer in einer Probe durch Filtration sowie eine Vor- 
rlchtung zur Durchfuhrung des Verfahrens. 

Bel der Praparatlon von Zellinhaltsstoffen, insbe- 
sondere von Nukleinsauren, stellt sich oft das Problem, 
die aufgeschlossenen naturlichen Quellen, aus denen 
diese Inhaltsstoffe stammen, von den geldsten Stoffen 
zu trennen. Die Abtrennung der Zellen oder Zelltrumnner 
erfolgt mittels Zentrifugation, wobei sich die grofBeren 
Zelltrummer oder Zellen als Pellet im Zentrifugations- 
rohrchen abscheiden. Die Zellinhaltsstoffe finden sich 
dann im Uberstand und konnen pipettiert werden. An 
sich einfachere Filtrationsverfahren konnten sich insbe- 
sondere bei der Praparatlon von Nukleinsauren nicht 
durchsetzen, da die aufgeschlossenen Zellen oder de- 
ren Bruchstucke entweder durch die zu grobporigen Fil- 
ter durchlaufen und somit fOr Trubungen und Verunrei- 
nigungen im Filtrat sorgen oder bei Verwendung von Fll- 
tern mit entsprechenden engen Poren es jedoch 
zwangslaufig zur Verstopfung der Filter kommt, so da8 
eine sinnvolle Praparatlon der Zellinhaltsstoffe nicht 
mehr moglich ist. 

Die WO 92/001 32 beschreibt eine Filtrationseinrrch- 
tung mIt beschichteten Flltermembranen und absotuten 
Porenfiltem, bei denen die Membranen und absoluten 
Porenfllter in zwei Bereichen der Filtereinrichtung ange- 
ordnet sind. Mit der Vorrichtung sollen wa3rlge Pufferlo- 
sungen von DNA, Endotoxinen und Viren befrelt werden. 

Die EP-A-0 431 905 betrifft eIn Verfahren zur Relni- 
gung von Phagen-DNA, wobei eine Mischung enthal- 
tend Mikroorganismen, Zellen und Phagen durch einen 
Membranf ilter gegeben wird. Die Filterschicht des Mem- 
branfiiters ist zur Sterilfittration ausgelegt. Dabei passiert 
der Phage die Flltrationseinrlchtung und kann dann 
durch nachfolgende Ultrafiltration welter aufgearbeitet 
werden. Als Filterschicht dient dabei eine Membran, die 
eine Porengr63e von 0,45 bis 0,22 ^m aufwelst. 

Die US-PS 2,114,748 beschreibt porose Filtrations- 
einrlchtungen, die zwel Schlchten von Glaspartikein um- 
fassen, wobei eine Schlcht grober ist und die andere 
Schicht eine feinere Komung aufweist. Es handelt sich 
hierbei um eine Filtratlonseinrichtung, die als erste 
Schicht, in FlieBrichtung gesehen, die feinere Komung 
aufweist, wohingegen die darunterliegende Schicht gro- 
ber strukturiert Ist. Es handelt sich hierbei um eine Glas- 
fritte. 

US-PS 4,935.142 betrifft eine Vorrichtung, die zum 
Filtern und Trennen von Substanzen, insbesondere auf 
dem Geblet der Membran- Aff In itats-Chromatographie, 
eingesetzt wIrd. Die Vorrichtung weist Insbesondere eine 
EinlaB- und eine AuslaBoffnung auf. die eInen Hohlkor- 
per eInschlieBen. Die Vorrk;htung dient zur Auf nahme ei- 
ner Flltrationseinrlchtung, die aus eIner mehrlagigen Fll- 
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terschicht bestehen kann. 

Der vorliegenden Erfindung liegt mithin das Problem 
zugrunde, ein Verfahren bereitzustellen und eine Vor- 
richtung zu schaffen, mIt deren Hllfe Zentrifugations- 

5 schritte zur Praparatlon von Zellinhaltsstoffen aus natur- 
lichen Quellen wie Zellen vermleden werden konnen 
durch einfacherzu handhabende Filtrationsschritte. 

Das der Erfindung zugrundeliegende technische 
Problem wird gelost durch ein Verfahren gema3 den 

10 Merkmalen des Anspruchs 1. Die sich daran anschlle- 
Benden Unteranspruche betreffen bevorzugte Ausfuh- 
rungsformen des erfindungsgemaBen Verfahrens. Die 
erfindungsgemaBe Vorrk^htung weist die Merkmale des 
Anspruchs 10 auf. Die sich daran anschlieBenden Un- 

is teranspruche betreffen bevorzugte Ausfuhrungsformen 
der erfindungsgemaBen Vorrichtung. 

Um Inhaltsstoffe aus Zellen zu isolieren. werden die- 
se uberlichenA^eise zunachst aufgeschlossen. Bei der 
Praparatlon von Nukleinsauren mussen die Zellen bei- 

20 splelsweise zunachst durch die Verwendung von Enzy- 
men, wie z. B. Proteinase K, Lysozym und Detergenzien 
wie SDS, Brij, Triton X 100, Tween 20, DOC und Cheml- 
kalien wie Natriumhydroxid, Guanidin-HydrochlorkJ und 
Guanldin-lsothlocyanat aufgeschlossen werden. Da- 

2S nach wird das so aufbereitete Probenmaterial einer Fil- 
tration untenwrfen, wobei die PorengroBe des zur Fil- 
tration zur Anwendung kommenden Filters In FlieBrich- 
tung der Probe abnimmt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform kann der 

30 FluB der Probe bei der Filtration durch Aniegen eines 
Uberdrucks oder Unterdrucks erieichtert werden. Durch 
die Konfiguration der PorengroBe des Filters ist jedoch 
auch ein Durchgang der zufiltrierenden Probe durch den 
Filter, allein getrieben durch die Schwerkraft, moglich. 

3S Desweiteren kann auch, zur Beschleunlgung des Pas- 
sierens der Probe durch den Filter, die Probe durch Zen- 
trifugation durch den Filter beforderl werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren Ist insbesondere 
zur Preparation von Plasmid-DNA oder genomischer 

"^0 DNA mit einer GroBe von 1 bis 50 Kb geeignet. 

Als Filter, die im erfindungsgemaBen Verfahren ein- 
gesetzt werden konnen, kommen insbesondere solche 
aus gesintertem Polyethylen, Polypropylen, Polytetraf- 
luoroethylen, Glas, Silicagel, Aluminiumoxld oder ge- 

45 schutteterDiatomeenerde.z. B. Cellit oder Silicagel, ver- 
webten oder verklebten Vliesen aus Polypropylen, Poly- 
ester, Glasfasern und Silica sowie Papier, gepreBtem 
Papier, Vliesen aus Papier oder Kombinationen davon 
In Betracht. 

50 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens werden gleichzeitig mehrere 
Proben aufgearbeitet und durch entsprechende Vorrlch- 
tungen. die in vorteilhafter Weise an Mikrotitrationssy- 
steme adaptlert sInd, gefuhrt. 

55 Die erfindungsgemaBe Vorrichtung zur Durchfuh- 
rung des Verfahrens besteht aus einem vorzugsweise 
zylindrlschen Hohlkorper 40 mit EinlaB- und AuslaBoff- 
nung 50, 60 sowie einer Filtratlonseinrichtung 70, die Im 
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Hohlk6rper40angeordnet ist, die aus einer mehrlagigen 
Filterschicht mit abnehmender PorengroQe, in Richtung 
der AuslaGoffnung (60) gesehen, besteht, wobei die Fit- 
trationseinrichtung (70) eine Porengr63e im Bereich von 
5 Jim bis 500 jim aufweist, in einer Dicke der gesamten 
Filterschicht von 0.1 bis 10 mm. Zur Fixlerung der Filtra- 
tionseinrichtung 70 konnen ubiiche Befestigungsmittel 
dienen wie beispielsweise Verkiebungen oderaberauch 
Fixierung durch Reibungskrafte, indem die Filtrations- 
einrichtung 70 im Hohlkbrper 40 eingeklemmt ist. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung besteht aus 
mindestens einem Filter mit abnehmender PorengroBe. 
In Richtung der AuslaBoffnung 60 gesehen. Die Figur 1 
zelgt eine besonders bevorzugte Variante der erfin- 
dungsg^maBen Vorrichtung, indem imvorzugsweisezy- 
llndrlschen Hohlkorper 40 die Filtrationseinrichtung 70 
aus einer dreilagigen Schicht gestaltet ist. Die obere 
Schicht 20 kann dabei vorzugsweise PorengroBen von 
1 00 bis 300 |im, die zweite Schicht eine PorengroBe von 
30 bis 100 ^im und die dritte Schicht eine PorengroBe 
von 5 bis 30 |j.m aufweisen. Als Materialien, aus denen 
die einzelnen Schichten bestehen konnen. kommen ins- 
besondere solche aus gesintertem Polyethylen, Poly- 
propylen, Polytetrafluoroethylen, Glas, Silicagel, Alumi- 
niumoxid Oder geschutteter Diatomeenerde. z. B. Cellit 
Oder Silicagel, venA/ebten Oder verklebten Vliesen aus 
Polypropyien, Polyester, Glasfasem und Silica sowie 
Papier. gepreBtem Papier, Vliesen aus Papier oder Kom- 
binationen davon in Frage. Die PorengroBe der Filter- 
schicht liegt im Bereich von 5 (am bis 500 |im bel einer 
gesamten Dicke der Filterschicht von 0,1 bis 10 mm. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 
kann beispielsweise die Filterschicht 20, 21 aus einem 
anorganischen Material mitderangegebenen Porengro- 
Benabstufung bestehen, wohingegen die Filterschicht 
22 auch aus Papier bestehen kann. 

Es kann vorteilhaft sein, eine zusatzliche Schicht 23 
In dem Hohlkorper 40 anzuordnen und zwar oberhalb 
der Schicht 20 oder unterhalb der Schicht 22, die ein vor- 
zeitiges Eindringen derzu filtrierenden Losung in den Fil- 
ter Oder das Austreten der Losung aus der erfindungs- 
gemaBen Vorrichtung verhindert. Es ist jedoch ebenso 
mogtich, die Schicht 20 oder Schicht 22 als porose. hy- 
drophobe Schicht auszubilden. Ist die hydrophobe 
Trennschicht 23 oberhalb der Trennschicht 20 angeord- 
net, ist es vorteilhaft, wenn die PorengroBe dieser Trenn- 
schicht nicht kleiner als diejenlge der darunterliegenden 
Schicht 20 ist. Dieses ErfordernIs ist bei der anderen 
Konfigu ration, wobei die hydrophobe Trennschicht un- 
terhalb der Schicht 20 angeordnet ist, nicht so kritisch. 

Die Figuren 2 a) und 2 b) zeigen die entsprechenden 
Konfigurationen mit hydrophober Trennschicht gemaB 
der bevorzugten Vorrichtung nach Figur 1 . 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist 
die erfindungsgemaBe Vorrichtung mit weiteren zur Nu- 
kleinsaurepraparation notwendigen Instrumenten kom- 
binierbar und zwar solchen, wie sie in der parallelen An- 
meldung P 41 39 664 naher beschrieben sind. 



In der P 41 27 276 sind z. B. auch entsprechende 
Instrumente beschrieben. Der Anbnenaustauscher ist in 
eine Membran eingebettet (3M Empore-Membran). Die- 
se Systeme sind unter der Bezeichnung QIAwell han- 

5 delsubllch. 

Die Figur 3 zelgt eine Anordnung, In dem die erfin- 
dungsgemaBe Vorrichtung, bestehend aus einem drei- 
lagigen Filter 20, 21 , 22, auf eine Kartusche aufgesteckt 
ist, in der sich zwischen zwel Einrichtungen 5 und 6 ein 

10 Anionenaustauschermaterial 10 angeordnet befindet. 
Die aufzutrennende Probe wird auf die Filterschicht 20 
geschichtet, der Fllteraufsatz auf die Kartusche (im we- 
sentlichen ein ebenfalls zyllndrtscher Hohlkorper) 1 (Ex- 
traktionssaule) aufgesteckt. Danach passiertdie zu tren- 

is nende Losung die Filterelnrichtung 70, gegebenenfalls 
durch Aniegen eines leichten Uber- oder Unterdruckes 
und tropft in den darunterliegenden Behalter (Extrakti- 
onssaule), in dem das Anionenaustauschermaterial 10 
angeordnet ist. Unter geeigneten Pufferbedingungen 

20 (niedriger Salzkonzentration) binden dann beispielswei- 
se Nukleinsauren an dem Anionenaustauschermaterial. 
Die Zelltrummer beflnden sich in dem erfindungsgema- 
Ben Fllteraufsatz 40, wohingegen die interessierenden 
Nukleinsauren an den lonenaustauschem adsorbiert 

25 vorliegen. Nach Venwerfen des Filterkuchens in der Fil- 
trationseinrichtung 40 kann dann der zylindrische Hohl- 
korper 1 mit den darin befindlichen Nukleinsauren welter 
verarbertet werden. 

Die Figur 4 zeigt eine analoge Situation wie Figur 3 

30 mit dem erfindungsgemaBen Fllteraufsatz 40, wobei ein 
zweilagiger Filter verwendet wird, der durch eine hydro- 
phobe Trennschicht 23 abgeschlossen wird. Die 
AuslaBoffnung 60 der erfindungsgemaBen Vorrichtung 
wird vorzugsweise so dimensioniert, daB sie in die ent- 

35 sprechende Kartusche 1 des Nukleinsaure adsorbieren- 
den Materials eingeschoben werden kann und dort auf- 
grund von Reibungskraften fixiert ist. 

Die in den Figuren 1,2a) und 2 b) gezeigten Filtra- 
tionseinrichtungen konnen ebenfalls auf eine Kartusche 

40 aufgesteckt werden, in der ein Material angeordnet ist, 
das Nukleinsauren bei hohen lonenstarken zu binden 
vermag. Dies sind Insbesondere Materialien wie Glas, 
Silicagel und andere mineralische Stoffe. Eine Nukleln- 
saurepraparation kann dann beispielsweise unter Hoch- 

45 salzbedingungen durchgefOhrt werden. Die entspre- 
chend vorbereitete und aufgeschlossene Probe wird 
dann durch die erfindungsgemaBe Filtrationseinrichtung 
nach einer der Konfigurationen gemaB Figuren 1, 2a) 
Oder 2b) passiert und dann in der Figur 5 gezeigten Vor- 

50 richtung 1 an Silicagel, Glasfaser, gepreBtem Glaspulver 
Materialien 11 unter Bedingungenhoherlonenstarke ad- 
sorbiert. 

Die Figur 5 zelgt die erfindungsgemaBe Vorrichtung 
mit einer Filterschicht 70, die eine asymmetrische Po- 
55 rengroBenverteilung, in FlieBrichtung der Probe gese- 
hen, aufweist. Dabei nimmt in FlieBrichtung die Poren- 
groBe kontinuierlich oder diskontinuierlich von etwa 100 
bis 500 ^m auf 5 bis 30 ^m ab. Die PorengroBe der Fil- 
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terschicht variiert im Bereich von 5 |j.m bis 500 jxm bei 
einer Dicke der Filterschicht von 0,1 bis 10 mm. 

Die Figur 6 zeigt eine Anordnung, in der die erfin- 
dungsgemaOe Vorrlchtung in einer Konfiguration ahnlicli 
der Figur 5 auf einer Extral<tionssaule angeordnet ist, in 
der sicli ein Anionenaustauschermaterial 10 oberhalb 
des mineralischen Tragers 1 1 gema3 Figur 5 angeordnet 
ist. Diese Anordnung ist vorteilliaft, da die aufgeschlos- 
sene Probe in der erfindungsgemaBen Vorrichtung von 
Zelltrummem befreit wird und in die Extraktionssaule 1 
hineintropft, um unter Niedrigsalzbedlngungen an dem 
Anionenaustauschermaterial 10 adsorbiert zu werden. 
Nach dem Venwerfen des Filterkuchens kann dann die 
im lonenaustauscher gebundene Nukleinsaure zu- 
nachst unter Bedingungen niedriger lonenstarke gewa- 
schen werden und dann unter Bedingungen hoher lo- 
nenstarke vom Anionenaustausclner 10 eluiert werden. 
Daraufhin wird die unter Hoclisalzbedingungen vom An- 
ionenaustauscher eluierte Nukleinsaure vom anorgani- 
schen Material 1 1 , beispielsweise Silicagel Oder Glasfa- 
sern, adsorbiert. Nacli weiteren Waschschritten kann 
dann durch Zugabe von beispielsweise destilliertem 
Wasser die RNA vom Trager 11 desorbiert und eluiert 
werden. 

Die Figur 7 zeigt eine weitere bevorzugte Ausfuh- 
rungsform der erfindungsgemaBen Einrichtung, die in 
Form von Mikrotitrationsstreifen vorliegen kann. Die Fi- 
gur 7 zeigt eine Anordnung, in der die erfindungsgema- 
Ben Vorrichtungen 40, die linear hintereinander ange- 
ordnet sind und bereits auf eine entsprechende Anord- 
nung von Kartuschen wie sie beispielsweise in Figur 3 
bereits beschrieben wurde, angeordnet ist. Die hydro- 
phobe Schlcht 23 kann unter- oder oberhalb der Filtrati- 
onseinrichtung angeordnet sein. 

Entsprechende Konfiguration en sind mit jeweils an- 
deren Adsorptionsmaterialien in den Figuren 8 und 9 be- 
schrieben. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird anhand der 
folgenden Beispiele naher eriauert. 

Beispiel 1 

Plasmid-Minipraparation 

Eine 1,5 ml HB 101 E.coli Kultur mit pUC 18 Plas- 
mid-DNA in LB-Medlum wird 5 Minuten bel 3.000 g zen- 
trif ugiert, um die Zellen zu pelletieren. Das Zellpellet wird 
in 0.25 ml 50 ml Tris-HCI. 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 
\xg/rr\\ RNAse A resuspendiert. Zur Zell-Lyse werden 0,6 
ml 0,2 M NaOH, 1% SDS zur Zellsuspension gegeben, 
vorsichtig gemischt und 5 IVIinuten bei Raumtemperatur 
stehengelassen. Danach wird 0,25 ml 3 M K-Acetat, 2 M 
Essigsaure zur Neutralisation zugegeben, gemischt und 
15 Minuten auf Eis inkubiert. Das Lysat wird in die Filtra- 
tionsvorrichtung nach Figur 1 uberfuhrt. Die ganze Vor- 
richtung wird auf eine Vakuumkammer aufgesetzt und 
das Zell-Lysat mit 20 mbar - 800 mbar Differenzdruck 
durch die erfindungsgemaBe Filtervorrichtung in ein 2 ml 



Rohrchen gesaugt. Altemativ kann die Probe mit einem 
Kolbenstempel oder Uberdruck durch die Filtratbns- 
schichten gedrOckt werden. Nach der Filtration wird die 
Filtrationsvorrichtung abgenommen und der Filterku- 
5 Chen mit den ZellbruchstOcken, den denaturierten Pro- 
teinen und dem ausgefallenen SDS verworfen. Die DNA 
im Filtrat wird mit 0,5 Volumen Iso-Propanol ausgefallt 
und das Alkoholpellet durch eine Zentrifugation pelle- 
tiert. 

10 Wenn die erfindungsgemaBe Filtrationsvorrichtung 
im Microtitrations-Formatausgelegt wird, konnen gleich- 
zeitig bis zu 96 Proben aufgearbeitet werden. Somit laBt 
sich die Zeit fur die Preparation von 96 Proben von 240 
min auf 15 min reduzieren. 

IS 

Beispiel 2 

Plasmid-Minipraparation an Anionenaustauscher 

20 Eine 1.5 ml HB 101 E.coli Kultur mit pUC 18 Plas- 
mid-DNA In LB-Medium wird 5 Minuten bei 3.000 g zen- 
trifugiert, um die Zellen zu pelletieren. Das Zellpellet wird 
in 0,25 ml 50 ml Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 
|ig/ml RNAse A resuspendiert. Zur Zell-Lyse werden 

25 0,25 ml 0,2 M NaOH, 1% SDS zur Zellsuspension gege- 
ben, vorsichtig gemischt und 5 Minuten bel Raumtem- 
peratur stehengelassen. Danach wird 0,25 ml 3 M 
K-Acetat, 2 M Essigsaure zur Neutralisation zugegeben, 
gemischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Das Lysat 

30 wird in die Filtrationsvorrichtung nach Figur 3. uberfuhrt. 
Die ganze Vorrichtung wird auf eine Vakuumkammer 
aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 20 mbar - 800 mbar 
Differenzdruck durch die erfindungsgemaBe Filtervor- 
richtung gesaugt und auf eine Anionenaustauschersaule 

35 filtriert. Alternativ kann die Probe mit einem Kolbenstem- 
pel Oder Uberdruck durch die Filtrationsschichten ge- 
drOckt warden. Nach der Filtration wird die Filtrationsvor- 
richtung abgenommen und der Filterkuchen mit den Zell- 
bruchstOcken, den denaturierten Proteinen und dem 

40 ausgefallenen SDS verworten. Das Filtrat wird vollstan- 
dig durch die Extraktionssaule gesaugt oder gedrOckt, 
um eine Adsorption der DNA zu erreichen. Die Extrakti- 
onssaule wird anschlieBend 2 mal mit 1 mil M NaCI, 
15% Ethanoi, 50 mM MOPS. pH 7,0 gewaschen, um 

45 RNA und Proteine zu entfernen. Die DNA wird mit 1 ml 
1,25 M NaCI. 15% Ethanoi, 50 mM Tris-HCI, pH 8,5 
eluiert. Die eluierte DNA wird zur Entsalzung und zur 
Konzentrierung mit Aikohol gefallt und das Alkoholpellet 
durch eine Zentrifugation pelletiert. 

so 

Beispiel 3 

Plasmid-Minipraparation mit Zell-Lyse im Filter 

55 Eine 1,5 ml HB 101 E.coli Kultur mit pUC 18 Plas- 
mid-DNA in LB-medium wird 5 Minuten bei 3.000 g zen- 
trif ugiert, um die Zellen zu pelletieren. Das Zellpellet wird 
in 0,25 ml 50 ml Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8.0. 100 
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|ig/ml RNAse A resuspendiert und in die Filtrationsvor- 
richtung nach Figur 4 uberfuhrt. Zur Zell-Lyse werden 
0.25 ml 0,2 M NaOH, 1% SDS zur Zellsuspension in die 
Filtrationsvorrichtung nach Fig. 4 gegeben, die Vorrich- 
tung mit einem Stopfen Oder einer Klebefolie verschlos- 
sen, vorsichtig gemlscht und 5 MInuten bei Raumtempe- 
ratur stehengelassen. Danach wird 0,25 ml 3 M K-Ace- 
tat, 2 M Essigsaure zur Neutralisation zugegeben, die 
Vorrichtung mit einem Stopfen Oder einer Klebefolie ver- 
sclilossen, vorsichtig gemischt und 15 Minuten auf Els 
Inkubiert. Durch die hydrophobe Trennschicht wird ein 
vorzeitiges Austreten der Lysereagenzien durch die Fil- 
terschicht vermieden, und eine Zell-Lyse direkt In der Fil- 
terelnheit ermoglicht. Die ganze Vorrichtung wird auf 
eine Vakuumkammer aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 
20 mbar - 800 mbar DIfferenzdruck durch die Vorrichtung 
gesaugt. Altemativ kann die Probe mit einem Kolbens- 
tempel oder Uberdruck durch die Filtrationsschichten 
gedruckt werden. Nach der Filtration wird die Filtrations- 
vorrichtung abgenommen und der Filterkuchen mit den 
Zellbruchstucken, den denaturierten Protelnen und dem 
ausgefallenen SDS venworfen. Die Extraktionssaule 
wird 2 mal mit 0.8 ml 1 M NaCI, 15% Ethanol, 50 MOPS, 
pH 7,0 gewaschen, um RNA und Proteine zu entfernen. 
Die DNA wird mit 1 ml 1 ,25 M Nad. 1 5% Ethanol, 50 mM 
Tris-HCI, pH 8,5 elulert. Die elulerte DNA wird zur Ent- 
salzung und zur Konzentrierung mit Alkohol gefallt und 
das Alkoholpellet durch eine Zentrifugation pelletiert. 

Beispiel 4 

Plasmid-Minlpraparation an Sillcagel 

Eine 1,5 ml HB 101 E. coli Kultur mit pUC 18 Plas- 
mid-DNA in LB-Medium wird 5 Minuten bei 3.000 g zen- 
trlf ugiert, um die Zellen zu pelletieren. Das Zellpellet wird 
in 0,25 ml 50 ml Tris-HCI, 10 mM EDTA. pH 8.0, 100 
|ig/ml RNAse A resuspendiert. Zur Zell-Lyse weden 0,25 
ml 0,2 M NaOH, 1% SDS zur Zellsuspension gegeben, 
vorsichtig gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur 
stehengelassen. Danach wird 0,5 ml 4,5 M Guani- 
din-HCI. 0,75 M K-Acetat, pH 5,5 zur Neutralisation zu- 
gegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis Inkubiert. Die 
ganze Vorrichtung nach Figur 5 wird auf eine Vakuum- 
kammer aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 20 mbar - 800 
mbar durch die Vorrichtung in ein Probenrohrchen fil- 
triert. Im Probenrohrchen befindet sich 10 mg eines mi- 
neralischen Tragers, z. B. Silicagel Oder Glas mit einer 
PartikelgroBe von 1 - 5 jxm in 0, 1 ml 4,5 M Guanidin-HCI. 
0,75 M K-Acetat. pH 5,5, der in der Lage ist, die DNA 
unter diesen Bedingungen zu adsorbieren. Alternativ 
kann die Probe mit einem Kolbenstempel oder Uber- 
druck durch die Filtrationsschichten gedrOckt werden. 
Nach der Filtration wird die Filtrationsvorrichtung abge- 
nommen und der Filterkuchen mit den Zellbruchstucken, 
den denaturierten Proteinen und dem ausgefallenen 
SDS verwcrfen. 

Das Flltrat mit der DNA in Hochsalz und dem mine- 
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ralischen Trager In Hochsalz wird 1 - 5 min inkubiert, um 
eine Adsorption der DNA zu erreichen. Die Suspension 
wird 5 min bei 3.000 rpm abzentrifugiert und der Ober- 
stand verworfen. Das Pellet wird in 1 ml 80% Ethanol, 

5 10 mM Tris-HCI, pH 7,0 suspendiert und abermals ab- 
zentrifugiert, und das Pellet mit der gebundenen DNA 5 
min be! Raumtemperatur an der Luft getrocknet. Zum 
Schlu8 wird die DNA mit 100 p.1 10 mM Tris-HCI, pH 8,0 
eluiert. Die elulerte DNA kann direkt in einer enzymati- 

10 schen Reaktion wie z. B. Restriktionsspaltung, Markie- 
rung, Sequenzlerung oder Amplifikation eingesetzt wer- 
den. 



Eine 1,5 ml HB 101 E.coli Kultur mit pUC 18 Plas- 
mid-DNA in LB-Medium wird 5 Minuten bei 3.000 g zen- 

20 trifugiert, um die Zellen zu pelletieren. Das Zellpellet wird 
in 0,25 ml 50 ml Tris-HCI. 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 
|ig/ml RNAse A resuspendiert. Zur Zell-Lyse werden 
0.25 ml 0,2 M NaOH, 1% SDS zur Zellsuspension gege- 
ben, vorsichtig gemischt und 5 Minuten bei Raumtem- 

25 peratur stehengelassen. Danach wird 0,5 ml 4,5 M Gua- 
nidin-HCI. 0,75 M K-Acetat. pH 5.5 zur Neutralisation zu- 
gegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die 
ganze Vorrichtung nach Figur 5 wird auf eine Vakuum- 
kammer aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 20 mbar - 800 

30 nnbar durch die Vorrichtung gesaugt. Alternativ kann die 
Probe mit einem Kolbenstempel oder Uberdruck durch 
die Filtrationsschichten gedruckt werden. Nach der Fil- 
tration wird die Filtrationsvorrichtung abgenommen und 
der Filterkuchen mit den Zellbruchstucken, den denatu- 

35 ierten Proteinen und dem ausgefallenen SDS venworfen. 
Das Filtrat mit der DNA in Hochsalz wird durch die Sili- 
cagelextraktionssaule mit einer z. B. 2 mm dicken Glas- 
fasermembran gesaugt oder gedruckt um eine Adsorp- 
tion der DNA zu erreichen. Die Extraktionssaule wird 2 

40 mal mit 1 ml 6,5 M Guanidin-HCI, 10 mM Tris-HCI. pH 
7,0 gewaschen, um RNA und Proteine zu entfernen. Die 
Extraktionssaule wird mit 2 mal 1 ml 80% Ethanol, 10 
mM Tris-HCI, pH 7,0 und mit 1 mal 0,8 ml 90% Etha- 
nol/Wasser gewaschen und die Ethanolspuren abge- 

45 saugt. Zum Schlu3 wird die DNA mit 10 jil 10 mM 
Tris-HCI, pH 8,0 eluiert und in neuen 1 ,5 ml Rohrchen 
aufgefangen. Die elulerte DNA kann direkt in einer en- 
zymatischen Reaktion wie z. B. Restriklrionsspaltung. 
Markierung, Sequenzlerung oder Amplifikation einge- 

50 setzt werden. 

Beispiel 6 

Plasmid-Minipraparation an 
55 Anionenaustauscher/Glasmembran 

Eine 1,5 ml HB 101 E. coli Kultur mit pUC 18 Plas- 
mid-DNA in LB-Medium wird 5 Minuten bei 3.000 g zen- 
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trif ugiert, um die Zellen zu pelletieren. Das Zellpellet wird 
in 0,25 ml 50 ml Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 
^ig/ml RNAse A resuspendiert und in eine Vorrichtung 
nach Figure uberfuhrt. ZurZell-Lyse werden 0,25 ml 0,2 
M NaOH, 1% SDS zurZellsuspension gegeben, vorsich- 
tig gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen- 
gelassen. Danach wird 0,25 ml 3 M K-Acotat, 2 M Esslg- 
saure zur Neutralisation zugegeben, die Vorrichtung mit 
einem Stopfen Oder einer Klebefolie verschlossen, vor- 
sichtig gemischt und 15 Minuten auf Els inkubiert. Durch 
die hydrophobe Trennschicht wird ein vorzeitiges Aus- 
treten der Lysereagenzien durch die Filterschlcht ver- 
mieden und eine Zell-Lyse direkt in der Filtereinheit er- 
moglicht. 

Die ganze Vorrichtung wird auf eine Val<uumkam- 
mer aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 20 mbar - 800 
mbar Differenzdruck durch die Vorrichtung gesaugt. Al- 
temativ kann die Probe mit einem Kolbenstempel Oder 
Uberdruck durch die Filtrationsschichten gedruckt wer- 
den. Nach der Filtration wird die Filtrationsvorrichtung 
abgenommen und der Fiiterkuchen mit den Zellbruch- 
stOcken, den denaturierten Proteinen und dem ausge- 
fallenen SDS venworfen. Die Extraktionssaule wird mit 
0,8 ml 1 M Nad. 15% Ethanol, 50 mM MOPS. pH 7,0 
und mit 0.8 mil MNaCI04 15% Ethanol, 10mMNa-Ace- 
tat pH 7,0 gewaschen. um RNA und Proteine zu entfer- 
nen. Die DNA wird mit 7 M NaCI04, 5% Ethanol, 10 mM 
Tris-HCI, pH 7,0 von der Anionenaustauscherschicht 10 
eluiert und dabei direkt an die Silicagelschicht 1 1 gebun- 
den. Die Extraktionssaule wird mit 2 mal 0,8 ml 80% 
Ethanol, 1 00 mM NaCI, 1 0 mM Na-Acetat pH 7,0 und mit 
0,8 ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen. Die in der Ex- 
traktionsschlcht vorhandenen Ethanol -H20-Reste wer- 
den durch ein Durchsaugen von Raumluft durch ein Va- 
kuumturl -2 Minuten verfluchtigt. AnschlieBend werden 
die Proben mit je 100 ^il 1 mM Tris-HCI. pH 8.0 eluiert 
und in neuen 1 ,5 ml Rohrchen aufgefangen. Die eluierle 
DNA kann direkt in einer enzymatischen Reaktion wie z. 
B. Restriktionsspaltung, Markierung, Sequenzierung 
Oder Amplifikation eingesetzt werden. 

Beispiel 7 

Plasmld-Minipraparation in einem 
"Mikrotitrationsstreifen" 

8 mal 1,5 ml XL Blue E. coli Kulturen mit pUC 18 
Plasmid-DNA in LB-Medium werden 5 Minuten bei 3.000 
g zentrifugiert, um die Zellen zu pelletieren. Die Zellpel- 
lets werden in 0,25 ml 50 ml Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 
8,0, 100 |ig/ml RNAse A resuspendiert und in die Vor- 
richtung nach Figur 7 uberfuhrt. Zur Zell-Lyse werden 
0.25 ml 0.2 M NaOH. 1 % SDS zur Zellsuspenslon in die 
Filtrationsvorrichtung gegeben. die Vorrichtung mit ei- 
nem Stopfen Oder einer Klebefolie verschlossen, vor- 
sichtig gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur ste- 
hengelassen. Danach wird 0.25 ml 3 M K-Acetat, 2 M 
Essigsaure zur Neutralisation zugegeben, gemischt und 



1 5 Minuten auf Eis inkubiert. Die ganze Vorrichtung wird 
auf eine Vakuumkammer aufgesetzt und das Zell-Lysat 
mit 20 mbar - 800 mbar durch die Vorrichtung gesaugt. 
Alternativ kann die Probe mit Uberdruck durch die Filtra- 

s tionsschichten gedruckt werden. Nach der Filtration wird 
die Filtrationsvorrichtung abgenommen und der Fiiterku- 
chen mit den Zellbruchstucken, den denaturierten Pro- 
teinen und dem ausgefallenen SDS venvorfen. Die Ex- 
traktionssaule wird mit 0.8 ml 1 M NaCi, 15% Ethanol, 

10 50 mM MOPS, pH 7.0 gewaschen, um RNA und Proteine 
zu entfernen. Die DNA wird mit 8 mal 1 ml 1 ,25 M NaCI, 
15% Ethanol, 50mMTris-HCI, pH 8.5 eluiert. Dieeluierte 
DNA wird zur Entsalzung und zur Konzentrierung mit Al- 
kohol gefallt und das Alkoholpellet durch eine Zentrifuga- 

'5 tion pelletiert. 

Beispiel 8 

Plasmid-Minipraparation in einem 
20 "Mikrotitrationsstreifen" 

8 mal 1,5 ml LX Blue E.coli Kulturen mit pUC 18 
Plasmid-DNA in LB-Medium werden 5 Minuten bei 3.000 
g zentrifugiert, um die Zellen zu pelletieren. Die Zellpel- 

2S lets werden in 0,25 ml 50 ml Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 
8,0, 100 ^ig/ml RNAse A resuspendiert und in die Vor- 
richtung nach Figur 8 uberfuhrt. Zur Zell-Lyse werden 
0,25 ml 0,2 M NaOH, 1% SDS zurZellsuspension in die 
Filtrationsvorrichtung gegeben. die Vorrichtung mit ei- 

30 nem Stopfen oder einer Klebefolie verschlossen, vor- 
sichtig gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur ste- 
hengelassen. Danach wird 0,5 ml 4,5 M Guanidin-HCI, 
0,75 M K-Acetat, pH 5,5 zur Neutralisation zugegeben, 
gemischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die ganze 

35 Vorrichtung nach Abb. G wird auf eine Vakuumkammer 
aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 20 mbar - 800 mbar 
durch die Vorrichtung gesaugt. Alternativ kann die Probe 
mit einem Kolbenstempel oder Uberdruck durch die Fil- 
trationsschichten gedruckt werden. Nach der Filtration 

40 wird die Filtrationsvorrichtung abgenommen und der Fii- 
terkuchen mit den Zellbruchstucken, den denaturierten 
Proteinen und dem ausgefallenen SDS venworfen. Das 
Filtrat mit der DNA in Hochsalz wird durch die Siiicagel- 
extraktionssaule mit einer 2 mm dicken Glasfasermem- 

4S bran gesaugt oder gedruckt um eine Adsorption der DNA 
zu erreichen. Die Extraktionssaule wird 1 mal mit 1 ml 
6,5 M Guanidin-HCI, 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 gewa- 
schen, um RNA und Proteine zu entfernen. Die Extrak- 
tionssaule wird mit 2 mal 1 ml 80% Ethanol, 10 mM 

so Tris-HCI, pH 7,0 und mit 0.8 ml 90% Ethanol/Wasser ge- 
waschen und die Ethanolspuren durchgesaugt. Zum 
Schlu8 wird die DNA mit 100 fil 10 mM Tris-HCI, pH 8,0 
eluiert und in neuen 1,5 ml Rohrchen aufgefangen. Die 
elulerte DNA kann direkt in einer enzymatischen Reak- 

55 tion wie z. B. Restriktionsspaltung, Markierung, Sequen- 
zierung Oder Amplifikation eingesetzt werden. 
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Beispiel 9 

Plasmid'Minipraparation in einem 
"Mikrotitrationsstreifen" mit lonenaustauscher und 
Glasmembran 

8 mal 1,5 ml XL Blue E. coll Kulturen mit pUC 18 
Plasmid-DN A in LB-Medium werden 5 Minuten bei 3.000 
g zentrifugiert, urn die Zellen zu pelletieren. Die Zell-pel- 
lets werden in 0,25 ml 50 ml TrIs-HCI, 10 mM EDTA, pH 
8,0, 100 \ig/m\ RNAse A resuspendiert und in die Vor- 
richtung nach Figur 9 ubertuhrt. Zur Zell-Lyse werden 
0.25 ml 0,2 M NaOH, 1% SDS zur Zellsuspenslon in die 
Filtrationsvorrichtung gegeben, die Vorrichtung mit ei- 
nem Stopfen Oder einer Klebefolie versclilossen, vor- 
siclitig gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperaturste- 
hengelassen. Danach wird 0,25 ml 3 M K-Acetat 2 M Es- 
sigsaure zur Neutralisation zugegeben, gemischt und 1 5 
ly^inuten auf Eis inkubiert. Die ganze Vorrichtung wird auf 
eine Vakuumkammer aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 
20 mbar - 800 mbar durch die Vorrichtung gesaugt. Al- 
ternativ kann die Probe mit Uberdruck durch die Filtrati- 
onsschichten gedrOckl werden. Nach der Filtration wird 
die Filtrationsvorrichtung abgenommen und der Filterku- 
chen mit den Zellbruchstucken, den denaturierten Pro- 
teinen und dem ausgefallenen SDS verworfen. Die Ex- 
traktionssaule wird mit 0,8 ml 1 M NaCt, 15% Ethanol. 
50 mM MOPS. pH 7.0 und mit 0,8 ml 1 M NaCI04 15% 
Ethanol, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 gewaschen, um RNA 
und Proteien zu entfernen. Die DMA wird mit 7 M 
NaCI04. 5% Ethanol, 10 mM Tris-HCI, pH 7,0 von der 
Anionenaustauscher-Schicht etuiert und dabei direkt an 
die Silicagelschichtgebunden. Die Extraktionssaule wird 
mit 8 mal 0.8ml 80% Ethanol, 100 mM NaCI, 10 mM 
Na-Acetat pH 7,0 und mit 8 mal 0,8 ml 90% EthanolA/Vas- 
ser gewaschen. Die in der Extraktionsschicht vorhande- 
nen Ethanol-H20-Reste werden durch ein Durchsaugen 
von Raumluft durch ein V^kuum fur 1 bis 2 Minuten ver- 
fluchtigt. AnschlieBend werden die 8 Proben mit je 10 fil 
1 mM Tris-HCI, pH 8,0 elulert. 

Beispiel 10 

Preparation von genomischer DNA 

100 mg Lebergewebe von einer Ratte werden mit 
einem skalpell in 1 mm gro8e Stucke zerkleinert und in 
1 ml 500 mM Guanidin-HCI , 50 mM Tris-HCI, 10 mM 
EDTA, pH 8,0 suspendiert und die Zellen durch Zugabe 
von 0,1 ml Proteinase K (10 mg/ml) 2 Stunden bei 50** C 
lysiert. Das Lysat wird in die Filtrationsvorrichtung nach 
Figur 9 uberfuhrt. Die ganze Vorrichtung wird auf eine 
Vakuumkammer aufgesetzt und das Zelt-Lysat mit 20 
mbar - 800 mbar durch die Vorrichtung gesaugt. Alter- 
nativ kann die Probe mit Uberdruck durch die Filtrations- 
schichten gedruckt werden. Nach der Filtration wird die 
Filtrationsvorrichtung abgenommen und der Filterku- 
chen mit den ZellbruchstQcken und den denaturierten 
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Proteinen ven/vorfen. Die Extraktionssaule wird mit 0,8 
m! 1 M NaCI. 15% Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0 und 
mit 0.8 ml 1 M NaCI04 15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat 
pH 7,0 gewaschen, um RNA und Proteine zu entfernen. 

5 Die DNA wird mit 7 M NaCI04. 5% Ethanol, 10 mM 
Tris-HCI, pH 7,0 von der Anionenaustauscherschicht 10 
eluiert und dabei direkt an die Sllicagelschicht 1 1 gebun- 
den. Die Extraktionssaule wird mit 8 mal 0,8 ml 80% 
Ethanol, 1 00 mM NaCI, 1 0 mM Na-Acetat pH 7,0 und mit 

10 8 mal 0,8 ml 90% Ethan ol/Wasser gewaschen. Die Pro- 
benrohrchen werden zur Entfernung der Hochsalzlo- 
sung mit 0,8 ml 70% Ethanol, 100 mM NaCI, 10 mM 
Na-Acetat, pH 7,0 und 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser ge- 
waschen. Die in der Extriktionsschicht vorhandenen 

15 Ethanol-H20-Reste werden durch ein Durchsaugen von 
Raumluft durch ein Vakuum fur 1 - 2 Minuten verfluchtigt. 
AnschlieBend werden die 8 Proben mit je 50 ^1 1 mM 
Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 8,0 elulert. 



Praparation von genomischer DNA mit Filtration und 
Glasmembran 

1 00 mg Lebergewebe von einer Ratte werden mit 
einem Skalpell in 1 mm groBe Stucke zerkleinert und in 
1 ml 500 mM Guanidin-HCI, 50 mM Tris-HCI, 10 mM 
EDTA, pH 8,0 suspendiert und die Zellen durch Zugabe 
von 0,1 ml Proteinase K (10 mg/ml) zwei Stunden bei 
SO'^C lysiert. Danach wird 0,5 ml 5 M Guanidin-HCI, 10 
mM Tris-HCI, pH 7 oder 0,25 ml Ethanol zugegeben und 
gemischt, um die Probe auf Adsorptionsbedingungen an 
das Glas einzustellen. Die ganze Vorrichtung nach Figur 
9 wird auf eine Vakuumkammer aufgesetzt und das 
Zell-Lysat mit 20 mbar- 800 mbar durch die Vorrichtung 
gesaugt. Alternativ kann die Probe mit einem Kolbens- 
tempel oder Uberdruck durch die Filtrationsschichten 
gedruckt werden. Nach der Filtration wird die Filtrations- 
vorrichtung abgenommen und der Filterkuchen mit den 
Zellbruchstucken venA^orfen. Das Filtrat mit der DNA in 
Hochsalz Oder in Ethanol wird durch die Sillcagelextrak- 
tionssaule mit einer 2 mm dicken Glasfasermembran ge- 
saugt Oder gedruckt um eine Adsorption der DNA zu er- 
reichen. Die Extraktionssaule wird 1 mal mit 1 ml 5 M 
Guanidin-HCI, 10 mM Tris-HCI, pH 7,0 gewaschen, um 
RNA und Proteine zu entfernen. Die Extraktionssaule 
wird mit 2 mal 1 ml 80% Ethanol. 10 mM Tris-HCI, pH 
7,0 und mit 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen und 
die Ethanolspuren durchgesaugt. Zum SchluB wird die 
DNA mit 100 III 10 mM Tris-HCI, pH 8,0 eluiert und in 
neuen 1 ,5 ml Rohrchen aufgetangen. Die eluierte geno- 
mische DNA kann direkt in einer enzymatischen Reak- 
tion wie z. B. Restrlktionsspaltung. Markierung oder Am- 
plifizierung eingesetzt werden. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Isolierung von Zellinhaltsstoffen wie 
Nukieinsauren aus naturlichen Quellen durch 
Abtrennung der aufgeschlossenen natOrlichen 
Quellen, wie Zellen oder Zelltrummer, In einer Probe 
mit Filtration, dadurch gekennzeichnet, da3 die 
Probe einen Filter passiert, wobei die Porengrdfle 
des Filters in FlieBrlchtung der Probe durch den Fil- 
ter abnlmrr^t. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Flu3 der 
Probe durch den Filter durch Aniegen von Uber- 
druck, Unterdruckoder Schwerkraft oder durch Zen- 
trifugation erhohte Schwerkraft sowie Kombination 
dieser MaBnahmen unterstutzt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, wobei die 
Nukleinsaure Plasmid-DNA oder genomische DNA 
ist nnit einer GroBe von 1 bis 50 Kb (Kilobasen- 
paare). 

4. Verfahren nach mindestens einem der AnsprOche 1 
bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Proben eine 
aus mehreren Schichten aufgebauten Filter pas- 
siert, wobei ausgehend von einer bestimmten 
PorengroBe, die jeweils folgenden Schichten eine 
geringere PorengroBe aufweisen. 

5. Verfahren nach mindestens einem der AnsprOche 1 
bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Probe einen 
aus einer Schicht bestehenden Filter passiert, des- 
sen PorengroBe in FlieBrichtung der Probe abneh- 
men. 

6. Verfahren nach mindestens einem der AnsprOche 1 
bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die PorengroBe 
im Bareich von 5 ^im bis 500 |im liegt, mit einer DIcke 
der gesamten Filterschlcht von 0,1 mm bis 10 mm. 

7. Verfahren nach mindestens einem der AnsprOche 1 
bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Probe eine 
dreilagige Filterschicht passiert, wobei die erste Fil- 
terschicht eine PorengroBe von 100 bis 300 ^im, die 
zweite Filterschicht eine PorengroBe von 30 bis 100 
^m und die dritte Filterschicht eine PorengroBe von 
5 bis 30 ^m aufweist. 

8. Verfahren nach mindestens einem der AnsprOche 1 
bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Filterschich- 
ten Oder der Filter aus gesintertem Polyethylen, 
Polypropylen, Polytetrafluoroethylen, Glas, Silica- 
gel, Aluminiumoxid oder geschutteten Diatomeen- 
erde, z. B. Cellit oder Silicagel, verwebten oder ver- 
klebten Vliesen aus Polypropylen, Polyester, Glas- 
fasern und Silica sowie Papier, gepreBtem Papier, 
Vliesen aus Papier aufgebaut sind. 



9. Verfahren nach mindestens einem der AnsprOche 1 
bis B, wobei gleichzeitig mehrere Proben aufgear- 
beltet werden in Vorrichtungen, die an Mlkrotltrati- 
onsverfahren adaptiert sind. 

5 

10. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach 
einem der AnsprOche 1 bis 9, wobei in einem vor- 
zugsweise zylindrischen Hohlkorper (40) mit EinlaB- 
und AuslaBoffnung (50, 60) eine Filtrationseinrich- 

10 tung (70) angeordnet ist, die aus einer mehrlagigen 
Filterschicht mit abnehmender PorengroBe, in Rich- 
tung der AuslaBoffnung (60) gesehen, besteht, 
wobei die Filtrationseinrichtung (70) eine Poren- 
groBe im Bereich von 5 ^im bis 500 |j.m aufweist, in 

15 einer Dicke der gesamten Filterschicht von 0,1 bis 
10 mm. 

11. Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB in dem zylindrischen Hohlkorper (40) 

20 eine hydrophobe Trennschicht (23) angeordnet Ist. 

1 2. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 1 0 und/oder 
11, dadurch gekennzeichnet, daB die Filtrationsein- 
richtung mit weiteren zur Preparation von Nuklein- 

2S sauren notwendigen Instrumenten, insbesondere 
zur Mikrotitratlon geeigneten Instrumenten, kombl- 
nierbar ist. 



30 Claims 

1. A process for isolating cell ingredients, such as 
nucleic acids, from natural sources by separating 
the lysed natural sources, such as cells or cellular 
35 debris, in a sample by filtration, characterized in that 
said sample is passing a filter, the pore size of the 
filter decreasing in the direction of sample flow 
through the filter. 

40 2. The process according to claim 1 , wherein the sam- 
ple flow through the filter is promoted by applying 
positive or negative pressure, or by gravity, or by 
gravity increased by centrifugation, or by a combi- 
nation of said measures. 

45 

3. The process according to claim 1 and/or 2, wherein 
said nucleic acid is plasmid DNA or genomic DNA 
having a size of from 1 to 50 kb (kib base pairs). 

50 4. The process according to at least one of claims 1 to 

3, characterized in that said sample is passing a filter 
composed of a multitude of layers wherein, with 
respect to a partteular initial pore size, the subse- 
quent layers have increasingly smaller pore sizes. 

55 

5. The process according to at least one of claims 1 to 

4, characterized in that said sample is passing a filter 
composed of one layer whose pore size decreases 
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in the direction of sample flow. 

6. The process according to at least one of claims 1 to 

5, characterized in that said pore size ranges from 
5 |im to 500 ^m, the total thickness of the filter bed 
being from 0.1 mm to 10 mm. 

7. The process according to at least one of claims 1 to 

6, characterized in that said sample is passing a 
three-layered filter bed wherein the first filter layer 
has a pore size of from 100 to 300 p.m, the second 
filter layer has a pore size of from 30 to 1 00 )im. and 
the third filter layer has a pore size of from 5 to 30 
\im. 

8. The process according to at least one of claims 1 to 

7, characterized in that said filter layers or said filter 
are composed of sintered polyethylene, polypropyl- 
ene, polytetrafluorethyfene, glass, silica gel, alu- 
mina, or packed diatomaceous earth, e.g. cellite or 
silica gel, intenwoven or cemented nonwovens of 
polypropylene, polyester, glass fibers and silica, as 
well as paper, compressed paper, or paper 
non-wovens. 

9. The process according to at least one of claims 1 to 

8, wherein several samples are processed simulta- 
neously in devices adapted to microtitration proc- 
esses. 

10. A device for performing the process according to 
one of claims 1 to 9, wherein in a preferably cylindri- 
cal hollow body (40) having an inlet and an outlet 
(50, 60), there is disposed filtration means (70) con- 
sisting of a multilayered filter bed having decreasing 
pore sizes as seen in the direction of outlet (60), the 
filtration means (70) having a pore size ranging from 
5 ^m to 500 fxm, the total thickness of the filter bed 
being from 0.1 mm to 10 mm. 

11. The device according to claim 10, characterized in 
that a hydrophobic separating layer (23) is disposed 
in said cylindrical holbw body (40). 

12. The device according to one of claims 10 and/or 11 , 
characterized in that said filtration means Is capable 
of being combined with other instruments necessary 
for the preparation of nucleic acids, in particular with 
instruments suitable for microtitration. 



Revendicatlons 

1. Proced6 pour Tisolement d'extraits cellulaires tels 
que les acides nucleiques provenant de sources 
naturelles, consistant a separer par filtration les 
sources naturelles desagreg6es telles que cellules 
ou debris de cellules presents dans un ^chantillon. 



caract6ris6 en ce que I'^chantillon traverse un flltre 
dont la taille de pores diminue dans la direction 
d'^coulement de I'^hantillon k travers le filtre. 

5 2. Proced6 selon la revendication 1, dans lequel 
I'ecoulement de I'echantillon k travers le filtre est 
favoris^ par application d'une surpression, d'une 
depression ou de la force de gravite, ou de la force 
de gravity amplifiee par centrifugation, ainsi que par 

10 rapplication d'une combinaison de ces mesures. 

3. Proc666 selon la revendication 1 et/ou 2, dans 
lequel I'acide nucldique est un ADN plasmlde ou 

g6nomique d'une taille comprise entre 1 et 50 Kb 
IS (kilopaires de bases). 

4. Procedd selon au moins Tune quelconque des 
revendicatlons 1 k 3, caract6ris6 en ce que I'dchan- 
tillon traverse un filtre, const itu6 de plusieurs cou- 

20 ches, dans lequel, a partir d'une certaine taille de 
pores, les couches respectives suivantes prdsen- 
tent une taille de pores plus faible. 

5. Procede selon au moins I'une quelconque des 
25 revendicatlons 1 k 4, caract6ris6 en ce que I'echan- 

tillon traverse un filtre compost d'une couche, dans 
lequel la taille de pores diminue dans la direction 
d'ecoulement de Techantillon. 

30 6. Proced6 selon au moins I'une quelconque des 
revendicatlons 1 k 5, caract6ris6 en ce que la taille 
de pores est comprise entre 5 ^im et 500 |im, r6pais- 
seur totale de la couche filtrante ^tant comprise 
entre 0,1 mm et 10 mm. 

35 

7. Procede selon au moins I'une quelconque des 
revendicatlons 1 k 6, caract^risd en ce que i'echan- 
tillon traverse un filtre k trois couches, dans lequel 
la premiere couche filtrante pr^sente une taille de 

40 pores comprise entre 100 et 300 ^m, la deuxidme 
couche filtrante pr^sente une taille de pores com- 
prise entre 30 et 100 ^m et la troisi^me couche fil- 
trante pr^sente une taille de pores comprise entre 5 
et 30 ^m. 

45 

8. Procede selon au moins I'une quelconque des 
revendicatlons 1 k 7, caracterisd en ce que les cou- 
ches filtrantes ou le filtre sont composes de polye- 
thylene, de polypropylene, de polytetrafluoroethy- 

50 lene, de verre, de gel de silice, d'oxyde d'aluminium 
frittes ou de terres de diatomees etaiees, par exem- 
ple de cellite ou de gel de silice, de couches de fibres 
entrelacees ou collees de polypropylene, de polyes- 
ter, de verre et de silice, ainsi que de papier, de 

55 papier comprim6, de fibres de papier. 

9. Procede selon au moins I'une quelconque des 
revendicatlons 1 k &, dans lequel plusieurs echan- 



9 



17 



EP 0 616 638 B1 



tillons sont traites simultanement dans des disposi- 
tifs adaptds ^ un procddd de microtitration. 

10. Dispositif pour la r6alisatjon du proc6d6 selon Tune 
quelconque des revendications 1 k 9, dans lequel 5 
un systdme de filtration (70) est dispose dans un 
corps creux (40), pr6f6rentiellement de forme cylin- 
drique, avec des orifices d'entr^e et de sortie (50. 
60), lequel syst^me est composd d'un filtre k plu- 
sieurs couches dont la taille de pores diminue dans io 
la direction de Torifice de sortie (60), le systdme de 
filtration (70) pr6sentant une taille de pores com- 
prise entre 5 ^m et 500 )im, I'dpaisseur totale de la 
couche filtrante ^tant comprise entre 0,1 et 10 mm. 

IS 

11. Dispositif selon la revendication 10, caract^rise en 
ce que qu'une couche de separation hydrophobe 
(23) est disposde dans le corps creux cylindrique 
(40). 

20 

12. Dispositif selon Tune quelconque des revendica- 
tions 1 0 et/ou 1 1 , caracterise en ce que le systeme 
de filtration peut 5tre combing avec d'autres instru- 
ments necessaires pour la preparation d'acides 
nucl6iques, en particulier avec des instruments 25 
appropriSs k la microtitration. 
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